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Herr Dr. Wolfgang-M. Franz in Heidelberg/Deutsch- 
land hat eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Vektor- System fur die Gentherapie am Herz- 
muskel" 



am 



17. November 1995 beim Deutschen Patentamt eingereicht, 



Der Wohnort des Anmelders wurde geandert in: 
Grofi Gronau/Deutschland. 

Das angeheftete Stuck ist eine richtige und genaue Wie- 
dergabe der ursprunglichen Unterlage dieser Patentanmel- 
dung . 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig die 
Symbole C 12 N und. A 61 K der Internationalen Patentklas 
sifikation erhalten. 



Miinchen, den 24. April 1997 
Der Prasident des Deutschen Patentamts 

Im Auftrag 




Aktenzeichen: 195 42 838.2 




Vekfcor- System fur die Gentherapie am Herzmuskel 



f ■ 

Die Erf indung betrif ft ein neues Veletor-System fur die Gen- 
tberapie am Herzmuskel* Anwendungsgabiete sind die Medizin und 
die ptxarmazeutisdie Industrie . 

Das neue Vaktor- System ist durch einen viralen Oder nXclit 
viral en Genshuttle gekennzeichnet , in dem ein tlierapeutisches 
Gen, gekoppelt an den ventr ilcul ar en MLC-2-Promotor , einkloniert 
ist„ 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein neues Vektor-System fur die Gen- 
tlierapie am Herzmuskel * Anwendungsgebiete sind die Medizin und 
die phaxmaz euti sche Industrie* 

Bs gibt verschiedene Formen der Kardiomyopatbie . Ibr Kranktieits- 
bild umfaBt eine Gruppe von Herzmuskelerkrankungen , welche sicn 
sowobl in kontraktilen als audi in elektropbysiologischen 
Stonmgen pr&sentieren und letztlictt 2ur scHweren Herzin- 
suffizienz und/oder zum plGtzlichen, eleJctrop&ysiologiscben 
Herztod fuhren* Die Sucne nacH monogenetisdien Ursaclien bei 
faailiaren Formen der dilatativen und hypertrophen 
Kardiomyopathien ist derzeit Gegenstand zahlreicher 
grundlagenwissensdiaftliclier und kli-nisctier Unter sudiungen * so 
konnten gerade in jungster Zeit genetisdie Ursachen -fur 
Her zmuskelerkr ankungen auf molekularer Ebene auf geklart werden. 
Zudem ergibt sich axis dem Einsatz von molekularbiologischen 
Metboden ein neues Verstandnis fOr molekulare Ursachen der 
chronischen Herzinsuff izienz und der Karri i omyopatfaie . NactL 
Identif izierung genetisclier Defekte und dem Nacbweis einer 
veranderten Genexpression in erkrankten Herzmuskelgeweben 
ergibt: sicb die Moglichkeit, bestimmte molekulare Veranderungen 
durcb Ubertragung von genetischem Material zu korrigieren bzw* 
zu kompensieren. Der bereits in der Krebstherapie und kOrzlich 
audi bei der Musfceldystrophie angewandte Transfer von Fremdgenen 
in somatische Zellen des intakten Organismus stellt d a her eine 
vielversprediende Metbode dar, welche meglicberweise als 
g^n^ft em p^r. i verfahren audi in der interventionellen 

Kardiologie eingesetzt werden kSnnta. Die am bauf igsten for den 
samatiscben Gentransfer verwendeten VeHikel sind die n icht 
replikationsf ahigen Retroviren . Voraussetzung tffr eine 
erfolgreicbe retrovirale Infektion ist jedoch eine 
teilungsfabige 2i Izelle, wie zum Beispiel stark prolif erierende 
Tumorzellen. Da eine Vielzabl somatiseber Zellen einschlieBlicb 
der Kardiomyozyten nictit mebr teilungsf 3h i g sind, ko nn e n retro- 
virale "Shuttle-Vektor" Systeme hier nicht verwendet werden. 
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Unter den verfugbaren Gentransfersystemen bai>en die 
rekombinanten Adenoviren verscbi edene Eigenscbaften , die sie fur- 
den somatriscben Gentransfer in teilungsunf abige Zellen besonders 
attraktiv macben. 

GroBe Beacbtung f and daber eine erst jungst von Perricaudet und 
Rosenf eld entwickelte Technik des stabilen Gentransf ers in Bron- 
cbialepitbelien zur Tberapie der zystiscben Fibrose mittels 
rekombinanter Adenoviren. Diese Kethode konnte von der Arbeits- 
gruppe Perricaudet auf teilungsunf Sbige Her z -und Skelettmuskel- 
zellen der Maus ubertragen werden* Tberapeutiscb wurde das 
adenovirale Gentransf ersystem bereits an der Skelettmuskulatur 
eingesetzt, um das bei der pr ogres s i ven Muskeldystropbie vom Typ 
Ducbenne feblende Dystrophingen zu ersetzen* So zeigen nacb 
intramuskularer Virus-Applikation bis zu 50% der Skelettmuskel- 
fas em eine mittels TTirmunti i stocbemie nacbweisbare Expression des 
Dystropbinproteins . _ x 

Da bereits einige Formen dej^ dilatativen Kardiomyopatbie mit 
defektem Dystrophi nprotein bzw. feblendem Dystroph i ngen be- 
scbxieben wurden konnte sich aus diesen Vorkenntnissen ein 
Ansatz zur spezif iscben Gentberapie der Dystropbinopatbie am 
Herzmuskel ergeben. 

Das himace Adenovirus geb&rt zu der KLasse der doppelstrSLngigen 
DNA-Viren mit einem Genom von ca. 36 Ki lobasenpaaren (Kb). Die 
viral e DNA kodiert fOr etwa 2700 verscfti edene Genprodukte, wobei 
man frube ( n early genes") und sp^teC^late genes") Genprodukte in 
Bezug auf den adenoviral en Replikationszyklus unterscheidet - Die 
"early genes 11 werden in vier transfer iptionelle Einbeiten, El bis 
E4, unterteilt. Die sparten Genprodukte kodieren fQr die Kapsid- 
proteine* Tmnunologiscb konnen mindestens 42 verscbiedene Adeno- 
viren unterscbieden werden. Die zellulare Aufnabme der Adeno- 
viren erfolgt ttber den Hecbanlsmus der Rezeptorvermittelten 
Endozytose in das lysosomale Kompartment einer Vielzabl bumaneir 
Zelltypen. Danacb wandert das adenovirale Genom ins Zytoplasma 
und anscblieBend zum Zellkern. Die Transkription der viral en 
Gene setzt di Expression der "early region 1" voraus, welcbe 
far einen Transaktivator der adenoviralen Genexpression kodiert. 



* 
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Dies© Abbangigkeit der Expression aller nachfolgenden viralen 
Gene von dem El~Transaktivator Jcann fur die Konstruktion der 
nicht replikationsf ahigen adenoviral en VeJctoren genutzt werden. 

In adenoviral en VeJctoren wird die El-Genregion durcb ein 
Fremdgen mit eigenem Promoter ersetzt. Durch. den Austausch der 
El-Genregion, welche fur die Expression der nachgescbalteten 
adenoviral en Gene Voraussetzung 1st, entstebt ein nicht 
replikationsf ahiges Adenovirus. Diese Viren konnen sich dann nur 
in einer zellinie vermetiren, welche die f ehlenden El Gene 
ersetzt- Replikationsdefiziente Adenoviren werden dalxer durch. 

f homologe Recombination in der sogenannten 293 Zellinie (humane 

embryonale Nierenzellinie) , die eine Kopie der El Region stabil 
im Genom integriert hat, gebildet. Hierzu werden unter Kontrolle 
eines eigenen Promoters (z.B* RSV) Fremdgene (z.B* B-Galakto- 
sidase) in rekombinante adenovirale Plasmide Jcloniert, 
AnschlieBend erfolgt die homologe Recombination zwischen den 
Plasmiden pAd • RSV /B— Gal und dem El^def i 2 i enten adenoviral en 
Genom dl327 (Adenovirus 5) in der Helf erzellinie 293 . Bei 
erfolgreicher Recombination werden viral e Plaques geerntet. Die 
so erzeugten , r eplikationsdef i z i enten Viren werden dann in hohen 
Titern (10* bis 10" Plaque bildende Einheiten) zur Inf ektion der 
Zellkultur oder der Tiere eingesetzt. Die Grofie eines 
rekombinanten adenoviral en Genoms ist auf ca. 38 bis 40 Kb 

f beschrankt und muB bei der Konstruktion der adenoviralen 

Shuttle-Vektoren unbedingt berucksichtigt werden* 

Mittels intravenoser (i.v*) Applikation von rekombi nanten 
Adenoviren wurde das beschriebene B^alaktosidase— Reportergen 
unter Kontrolle des retroviralen Promoters (RSV) bis zu 12 
Honaten bereits stabil in muskulSren Geweben exprimiert. 
Detallllerte Untersuchungen der Gewebeverteilung nach i- v. 
Applikation von rekombinanten Adenoviren mit Lucif erase als 
Reportergen ergaben , daB in alien un t e rsuchtan Geweben 
Iiucifearase-Aktivitfit nachweisbar war. 

OuantitatLv zeigte sicb jedoch eine prefer enzielle Lucif erase- 
Expression in der Leber (99*) der i.v. infizierten Tiere* 
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Zusatzlicbe Untersuchungen mit B-Galaktosidase produzierenden 
Adenoviren ergaben, daB ca. 90% aller Leberparenchym-und - 
endothe 1 srellen das Fremdgen eff ektiv expriaiierten. Im Gegensat2 
hierzu komiiit es bei der Verwendung des CMV-Promotors zu airier 
raschen Abnahme der Genexpression in der Leber, Daraus wird 
ersichtlich, daB bei dem Gentransfer in bestimmte Zielzellen 
nicht nur die Methode der viral en Application, sondern audi die 
Auswabl des fur die stabile Expression wichtigen Promoters von 
entscheidener Bedeutung ist. Hinzu kommt die Immunantwort des 
Empfangerorgani-smus , die bei der i*v» Applikation zur Ausbildung 
hotter Titer an neutral i s i er enden Antikfirpern gegen Kapsid- 
proteine f uhrt • Diese Untersuchungen weisen darauf bin , daB 
unter UiastSnden der wiederholte Gentransf er mit rekombinanten 
Adenoviren zu einer erheblichen Abnahme der Transf errate ffihren 
kann- 



Fur die Her zmu skulatur vurde erst kurzlich von der Arbeitsgruppe 
Leiden ein stabiler Gentransf er durcb direkte Infusion von 2x10* 
replikationsunf ah i gen Adenoviren in die Koronararterien von 
Kaninchen erzielt. Hit diesem sogenannten n Percutaneous Coronary 
Gene Transfer" (PCGT) Verfahren war unter Kontrolle des CHV- 
Promotors sowohl in endothelial en als aucb glatten Muskelzellen 
der Gef£Be und in den ventrikul aren Herzmuskelzellen eine 
Expression des B-Galaktosidase-Reportergens nachweisbar. Die 
aufgezeigten Untersuchungen weisen darauf bin, daB grundsfitz 1 icb 
verscbiedene Zelltypen mittels intrakoronarer Inf ektion erreicbt 
werden kdnnen* Fur eine gezielte Expression ware ein 
gewebespezif ischer Promoter von grofiem Nutzen. FOr die Therapie 
von Herzmuskelerkrankungen ist vor all em die gezielte 
kardlomyozyt&re Expression von Inter esse . 
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Zusammenf assend ISBt sich feststellen, daB adenovirale Vektoren 
far den Gentransfer verschiedene Vorteile haben : ibre 
UnabbSngigkeit von der Wirtszellreplikation, ihre Fremd-DNA- 
VerpackungsfcapazitSt von bis zu 7,5 kb, dor hoch effiziente 
Gentransfer und itir groBes Wirtsspektrum. Ihre Fahigkeit , ver- 
schiedene Zelltypen zu infizieren, kann jedoch zur Expression 
von vermeintlichen therapeutischen Genen in nicht Zielzellen und 
damit unervunscirten Risiken fuhren. 



Es ist bisher u.a. noch nicht gelungen, Adenoviren so zu 
verandern, daB sie far spezifische Expressionen in somatischen 
Zellen (z.B. Herzmuskelzellen) verwendbar sind. Ihr Einsatz fxlr 
einen Gen-transfer in Herzmuskelzellen fur eine Therapie konnte 
desHaJ-b bisher aus Sicherheitsgrunden nicht in Betracht gezogen 
werden. ^ 

Der Erf indung lag daher die Aufgabe zugrunde, ein adenoviral es 
Shuttle-Vektor-System mit gezielter, moglichst ausschlieBlicher 
Expr es s ionsaktivitat in Herzmuskelzellen zu entwickeln. Auf der 
Basis dieses Systems sollte ein Therapiekonzept fUr 
monogenetische Formen der Kardiomyopathien auf gebaut werden , 
welche maximale Sicherheit vor einer Expression in Zellen 
auBerhalb des Herzmuskels bietet. 

Teilziele sind die Klonierung eines herzmuskelspezif ischen 
Promoters in das adenovirale System sowie die Untersuchung* der 
Spezifitfit, Stabilitat und Ef fizienz der Genexpr es s i on mit Hilfe 
der Lucifer ase-und B-Galaktosidase-Reportergene. 

Es wurde gefunden, ***** der MLC-2 Promoter (Myosin- Leicht— Kette— 
2-Promotor) in den adenoviralen Kontex, Qberra s cbend gewebe- 
spezif isch 1st. Darauf ist die vorliegende Erf indung auf gebaut, 
die gemaB den Ansprfichen 1, 6 und 7 realisiert wird. Die 
Unteransprttche sind Vorzugsvarianten . 
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Das erf indungsgemaBe Vektor-Systexu ist durch einen viral en Oder 
nicht viralen Genshuttle gekennzeichnet , in den ein tfrera- 
peutJ.scb.es Gen f gekoppelt an den ventrikuiaren MLC-2-Promotor , 
einJdoniert ist. 

Bevorzugt wird ein Velctor-System , das dadurch gekennzeichnet 
1st:, dafi als Basis f Or den Genshuttle ein Adeno- 
virus eingesetzt wird* 

Besonders bevorzugt ist ein Vektor-System, in dem ein rekombi- 
nationsdef izienter Adenovirus eingesetzt wird. 

Als therapeutist es Gen wird die cDNA eines Gens verwendet, das 
bei der zu behandelnden Krankheit qualitativ und quantitativ 
verandert ist. 

Die Erf indung laBt sich aucb realisieren, wenn Teile oder 
Variant en des MLC-2-Promotors eingesetzt werden. 

Das erf indungsgemaBe Vektor-System wird hergestellt, indem in 
einem adenoviral en Vektor die El-Genregion oder eine andere 
Region durcb ein tberapeutisches Gen mit dem KLC-2-Promotor 
ersetzt wird* 

{ Die Anwendung des neuen Vektor-Systems erfolgt bevorzugt 

dadur ch , daB das Vektor- System konf ektioniert und einem 
Patienten uber die Blutbahn, vorzugsweise uber ein modif iziertes 
Katbederverf abren in das arterielle oder vendse Koronar system 
appliziert wird* 

Die Erf indung soli nacbf olgend an Ausf Oh rungsbei spiel en n&her 
eriautert werden. 

1* Zur Etablierung d^g Somatischen Gentransf ers mit adenoviral en 
"Shuttle— Vektor en w verdan rekombinante Adenoviren mit 
Lucif erase-und B-Galaktosidase-Reportargenen unter Kontrolle des 
MLC-2 Promotors nacb f Igendem S ch ema erzaugt: 
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pAd.MLC-2-Luciferase 

9.4 17 



linearisiertes Plasmid 




1 00 



9.4 



Cla 1 geschnittenens Adeno- 
viralesGenom .d!1327 (Ad5) 



100 



MLOZ/Lue 




Ad-MLC-2-Luciferase 



Abbildunyi Ersteliung des rekombinanien Ad eaovirus Ad-MLC-2- 
Lucif erase * mittels in vivo Rekombination. 



Ad Klonieruna des retombinanten Plasinifl es pAd.MT.g--g / 
Lucif erases 



Das in beschriebene MLC-2/I*ucif erase Fus ionskons trukt wird 
an den Restr ikticnss chni tts tel 1 en Kpn I axis dem "Bluescript"- 
Plasmid Iierausgesclmitten. In einer anscblieBenden sogenannten 
M Klenow" -Reaktion werden die flberbangenden Enden auf gef Hilt und 
durch Zugabe von sogenannten Pvu 11-LinJcern zusatzlicfce 
Restrifctionsenzymscfanittstellen an beiden Enden angebracht . 
Dieses 4.0 kB lange MLC-2/Luciferase-DNA Fragment wird dann in 
Analogie zu dem rekombinanten Plasmid pAd.RSVBgal in die Pvu II- 
schnittstelle am 3'-Ende der 1.3 mu (1 mu =* 360 bp) Region des 
Adenovirus Typ 5 (Ad 5) Genoms gekoppelt. 
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An das Luciferase-Reportergen schJLieBt sicH das 9.4-17 mu lange 
DNA-Fragment von Ad 5, welches fur die homologe Rekombination 
mit dem adeno-viralen Genom^ zur Bildung der rekomfcinanten 
Adenoviren notvendig 1st, an. Die korrekte Orientiernng des 
Fusionskonstrukts vird mittels Resfcriktions-enzyiaen und 
Sequenzierung uberprOffc. 



Ad — hi EE££sliHH2 — der. — rekorabi narrten Menovi re>n Ad— MT.r*— 

LneiferaRP- 

Das rekombinate Adenovirus entsteht in vivo durcb homologe 
ReJcombina-tion in der 293 Zellinie zwiscHen dem neu konstruierten 
Plasmid pAd.HLC-2/Lucif erase und der adeno viralen DKA Ad dl327. 
Hierzu werden die 293 Zellen mit 5 nq des linearisierten 
Plasmids pAd.MLC-2/I.ucif erase und 5 ng des 2.6-100 mu (1 mu = 
360 bp) langen Cla I Fragaentes von Adenovirus 5 (Ad 5) 
kotransfiziert. Nacn Oberschichtung der Zellen mit Agar und 10- 
tagiger Inkubation bei 37°C werden rekombinante adenovirale 
Plaques isoliert und auf inre Iwciferaseaktivitat bin Oberpruft. 
Die rekombinanten Adenoviren werden in der 293 Zellinie vermehrt 
und mittels Casiumchloridgradienten zantrifugiert. Die viralen 
Sberstande werden dann unter Verwendung der 293 Zellinie im 
Plaqueassay austitriert. 

Ad c) m vitro und In vivo Tni»*>Trf j i 9TT yen ir a r ^ i on v 02 yta, T1 . 

Isolierte, neonatale Rathenkardiomyozyten werden mit dies en 
rekombinanten Adenoviren, Ad-HLC-2-I.ucif erase, in der Zellkultur 
infiziert und auf die Luciferaseexpression bin untersucht. Bei 
erfblgreicner in vitro Expression der Luciferase werden 
anschlieBend Ratten mit 20-40 Ml von gereinigten, rekombinanten 
Adenoviren (10" Plaque-f ormierenda Einnei ten/ml) uber 
intravenose Injektion, spatar aucb uber "Percutaneous Coronary 
Gene Transfer- 2x10- infektosa Partikel in die Koronararterien 
eingebracht . 



{ 
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Ad d^ Xachweis Lucif erase-Emression im Luciferase-Assav: 

Pur den Lucif erase-Assay werden gesamtzellulare Proteinextrakte 
aus den inf izierten Kardi omy o zyt en-und PibroblastenJculturen oder 
spater axis inf izierten Herzmuskelgewebe hergestellt* Bei 
erf olgreicher Inf ektion und aktivem MLC-2 Promotor bef indet sicb 
infcalctes Luctferase-Enzym in ZellextraJct- Durch Zugabe der 
Substrate Lucifer in und ATP entsteht unter Abspaltung von Pyro- 
phosphat ein Komplex aus I»ucif erase-Lucif eryl-AMP* 

Durcli Oxidation von Lucif eryl kommt es zur Dissoziation von Oxi- 
luciferin , AMP und C0 2 unter Aussendung eines Lichtquants mit der 
Wellenlange 560 nau Diese Lichtemission wird in einem 
Transi lluminometer photometrisch in Licbteinlieiten ( LU ) 
registriert und auf die Proteinmenge bezogen . x 

Die Ergebnisse der Uatersuciiungen sind in den folgenden 5 
Abbildungen da rgestellt > 



r 
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Patentanspruche 

1. VektorT-System fur die Gentherapie am Her zmuskel , 
gekennzeichnet durch einen viralen oder nicht viralen 
Genshuttle, in den ein therapeutisches Gen , gekoppelt an 
den ventr Ikul ar en MLC-2-Promotor , einkloniert ist. 

2. Vektor-System nach Anspruch 1, dadurch gekenn2eichnet f daB 
als Basis fur den Genshuttle ein Adenovirus eingesetzt wird, 

3. Vektor-System nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet 
daB ein rekombinationsdef izienter Adenovirus eingesetzt 
wird. 

4. Vektor-System nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, 
ija ft als therapeutisches Gen die cDNA eines Gens verwendet 
wird, das t^ei der zu behandelnden Rrankheit qualitativ oder 
quantitativ verSndert ist. 

5. Vektor-System nach Ansprucll 1-3 , dadurch gekennzeichnet, daB 
Telle oder Varianten des MLC-2-Promotors eingesetzt werden« 

6. Verfahren zur Herstellung des Vektor-Systems nach Anspruch 
1-4 , dadurch gekennz e i chnet , daB in einem adenoviral en 
Velctor die El-Genregion oder eine andere Region durch ein 
therapeutisches Gen mit dem MLC-2-Promotor ersetzt wird. 

7 % verfahren zur Anvendung des Vektor-Systems nach Anspruch 
1-4 , gekennzeichnet dadurch, daB das Vektor-System 
konfektioniert und einem Patienten uber die Blutbahn, 
vorzugsweise fiber ein modif iziertes Kathederverfahren in 
das arterielle oder venfise Koronarsystem appliziert wird. 



